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クロマトグラフィー (HP L C) による精製では， 214nm の紫外線 (UV) 吸収スペクトルでもモニ
ターした。なお，以下に示す精製過程における各段階での回収率は， 72-103%であった。
1 .抽出および精製
毎日の尿 (0 .4---1. 2 P_)を， 5 日間， Sep-Pak C18 cartridges を用いて， 80%methanol/0.05Mamｭ
monium acetate で抽出し(102nmol)，脱アルコール後， Sephadex G -25 superfine column (2.5 x 
80cm) にてゲル櫨過した。 1 峰性のピークが得られ (100nmol)，さらにこれを 3 段階の逆相系HPLC
にて精製した。まず， Chemcopak Nucleosil 5 C 18c?umn (7.5X300mm) を用い， 0.05M Tris-HCl, 




65.7nmol)o 2 つのピーク(疎水性の小さい順にし n) が得られ，さらに， Shim -pak C L C -0 D S 
column (6 x 150mm) を用い， O.l%trifluoroacetic acid を初期溶出液とし，ピーク I については9.2-
19.6%ACN, ピーク E については15-26.4%ACNによる直線勾配により精製した。これにより，ピー
ク I は 2 つのピーク( 1 a' 1 b) に分かれ，計 3 つのピークが得られた。最後に，各ピークをもう一度
同じ方法で精製し， UV214nm によるモニターにて，それぞれ完全に精製されたことが確認された
( 1 a' 4.6nmol; 1 b' 24.5nmol; n, 6.2nmol)。
2. アミノ酸組成分析
精製された各ピーク 1 a' 1 b' n (2.5-3.2nmol)を 6 NHCl, 300μE に溶解し， 1100C, 24時間減圧
下で加水分解した。凍結乾燥後， 0.02NHCl, 200μ2 に溶解し，アミノ酸分析計 (JEOL JLC-
300) にてアミノ酸を定量分析し，次の結果を得た。
1 a : Glu, 1.92(2); Pro, 2.83(3);. Gly, 2.38(2); 
Leu, O. 84( 1) ; His, 1. 04( 1) 
1 b : Glu, 2.02(2); Pro, 2.80(3); Gly, 2.21(2); 
Leu, 0.96(1) 
n : Glu, 1.94(2); Pro, 2.89(3); Gly, 2.32(2); 




析した (Finnigan M A T T SQ -70mass spectrometer)。得られた分子量は， 912.6 (1 J , 775.4 
( 1 b)' 1025.6 (n)，であり，それぞれ， G-34のN端 9 個 (912 .46) ， 8 個 (775 .40) ， 10個(1025.54)
の分子量にほぼ完全に一致した。
4. アミノ酸配列分析
精製された各ペプチドのN末端の pyroglutamic acid を， pyroglutamyl aminopeptidase (P A P) 
により切断した。 PAP処理した各ペプチド (0.5- 2 nmol)は，最終段階の精製を用いた方法により
再精製し，アミノ酸配列分析装置 (Applied Biosystems4 70 A) にて，下記の如く決定した。
1 a : <Glu -Leu -Gly-Pro-Gln -Gly-Pro-Pro-His 
1 b : <Glu-Leu-Gly~Pro-Gln-Gly-Pro-Pro 
n : <Glu -Leu -Gly-Pro-Gln -Gly-Pro-Pro-His-Leu 
(矢印で示したアミノ酸は，アミノ酸配列分析で確認されたことを示す)









G-34 (1-8): <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro 
G -34 (1 -9) : <Glu -Leu -Gly-Pro-Gln -Gly-Pro-Pro~His 





活性は主に，アミノ酸 8 ， 9 , 10個から成るビッグガストリンN端フラグメントから成り，その主要分
子型はアミノ酸 8 個から成るフラグメントであることが明らかになった。この成果は，ガストリンの代
謝，分解過程の解明に関し新たな知見を加えたものであり，学位に値すると考えられるo
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